




16a-­OH-­DHEA-­sulfate   16a-­OH-­DHEA-­S  
3-­(3-­cholamidepropyl)-­dimethylammonio-­1-­propanesulphonate   CHAPS  
3-­(4,5-­dimethylthiazol-­2-­yl)-­2,5-­diphenyltetrazolium  bromide      MTT  
Androstenedione   ADS  
Aurora  kinase  A   AURKA  
Bisphenol  A   BPA  
Bisphenol  F   BPF  
Bisphenol  S   BPS  
BPA-­glucuronide   BPA-­GA  
Corticosterone   CORT  
Cyclin-­dependent  kinase   CDK  
Cytchrome  b5   CYB5  
Cytochrome  P450   CYP  
Dehydroepiandrosterone   DHEA  
Deoxycorticosterone   DCORT  
DHEA-­sulfate   DHEA-­S  
Dihydrotestosterone   DHT  
Dimethil  sulfoxide   DMSO  
Drug  delivery  system   DDS  
Dulbecco’s  modified  Eagle’s  medium   DMEM  
E1-­sulfate   E1-­S  
Estradiol   E2  
Estrogen  reseptor   ER  
Estrone   E1  
Firefly  luciferase   Fluc  
Gestation  day   GD  
Glucocorticoid  receptor   GR  
Horse  radish  peroxidase   HRP  
HPGN-­sulfate   HPGN-­S  
Hydroxy  steroid  dehydrogenase   HSD  
Hydroxypregnenorone   HPGN  
Hydroxyprogesterone   HPGS  
Intrauterine  growth  restriction   IUGR  
LDL  receptor   LDL-­R  
Limit  of  quantification   LOQ  
2 
 
Liquid-­chromatography  time-­of-­flight  mass  spectrometry   LC-­TOF/MS  
Liquid-­chromatography-­tandem  mass  spectrometry   LC-­MS/MS  
Mammalian  target  of  rapamycin   mTOR  
microRNA   miRNA  
Multi-­drug  resistance  proteins   MRP  
Organic  anion  transporter   OAT  
Organic  anion  transporting  peptide   OATP  
PGN-­sulfate   PGN-­S  
Pregnenolone   PGN  
Polyvinyliden  difluoride   PVDF  
Progesterone   PGS  
Propidium  ionide   PI  
Quantitative  reverce  transcription  polymerase  chaine  reaction   qRT-­PCR  
Renilla  luciferase   Rluc  
Scavenger  reseptor  BI   SRBI  
Sodium  dodecyl  sulfate   SDS  
SDS-­polyacrylamide  gel  electropholesis   SDS-­PAGE  
Sodium-­dependent  organic  anion  transporter   SOAT  
Steroidogenic  acute  regulatory  protein   StAR  
Sulfatase   STS  
Sulfotranceferase   SULT  
Testosterone   TES  
Translocator  protein   TSPO  
Triple  negative  breast  cancer   TNBC  
Uridine  5’-­diphospho-­glucuronosyltransferase   UGT  
Untranslated-­region   UTR  















図 1. ステロイド合成経路と“feto-placental unit” （A）ステロイド合成は cytochrome 










































































































質由来の DHEA-S も胎盤へ供給され、E2合成の基質として用いられる (12,13)。胎
盤は CYP17A1 の活性が低く、コレステロールから効率的に DHEA を合成できない
ことから、E2合成を“feto-placental unit”に大きく依存していることが考えられて
いる (14)。 
	 	 	 “Feto-placental unit”に見られるように、化合物の抱合反応がステロイド合
成前駆体を産生するケースも存在する。しかしながら、抱合体は一般的に薬物や有害
化学物質を不活化し、水溶性を高めるための排泄フォームであることがこれまで考え








	 	 	 ステロイド硫酸抱合体の代謝動態は、ステロイド関連腫瘍の増殖に大きな影響
を与える。例えば、エストロゲン依存性乳腺腫瘍や子宮体がん、結腸がんは、エスト
ロゲン作用によって増殖が亢進する(18-20)。また、エストロゲンの一種であるエスト
ロン（estrone, E1）は、速やかに抱合反応を受け E1硫酸抱合体（E1-sulfate, E1-S）
として血中に存在する。その後、抱合体親和性トランスポーターである organic anion 
transporting peptide（OATP）4A1などを介して細胞内に取り込まれ、さらに細胞質
に局在するステロイド脱硫酸抱合酵素（sulfatase, STS）によって脱抱合を受けるこ













































	 	 	 ステロイド産生細胞において、コレステロールは主要な 3つの経路から供給さ
れる。1) LDLとしてコレステロールエステルを細胞質へ取り込む経路、2) スカベン













	 	 	 パラクラインやオートクラインで働く微量な局所型ステロイドを検出するた
めには、高感度で正確な分析技術が必要とされる。この背景から、当教室はこれまで
に liquid-chromatography time-of-flight mass spectrometry (LC-TOF/MS) および 




	 	 	 絶食や感染症などのストレス負荷において副腎皮質から分泌されるグルココ
ルチコイドは、エネルギー代謝を調節する。特に骨格筋は、mammalian target of 


















（St. Louis, MO, USA）より購入した。コレステロールは和光純薬（大阪）より購入







トマイシン（100 units/mL）、1%GlutaMAX-I（Thermo Fischer Scientific, 














で洗浄後、臓器重量の4倍量の0.25 Mスクロース溶液中でホモジナイズし、900 × g
で遠心分離することで細胞質およびミトコンドリア分画を含む上清を回収した。ま
た、C2C12筋芽細胞はRIPAバッファー（50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM 
Sodium Chloride, 0.5 w/v% Sodium Deoxycholate, 0.1 w/v% Sodium Dodecyl 
Sulfate, 1.0 w/v% NP-40 substitute, 和光純薬）で溶解後、10,000 × gで遠心分離す
ることで上清を回収した。得られた上清に0.5% 3-(3-
cholamidepropyl)dimethylammonio-1-propanesulphonate （CHAPS）を加えて膜






反応生成物検出のための修正を加えた。10 mM の塩化マグネシウムを含む 50 mM 
リン酸緩衝液（pH 7.4）に終濃度 0.6 mMの基質（コレステロール、PGN、HPGN、
PGS、および DCORT）と 150 µgのタンパク質を含むタンパク質溶液を加えた。100 
µM NADPHおよび NADHを添加することで酵素反応を開始し、37°Cで 2時間イン
キュベートした。その後、反応液中の酵素反応を煮沸処理によって停止した。質量分
析の内部標準として、1)に示した各ステロイドホルモン（終濃度 5 ng/mL） を用い
た。これらを 0.1%ギ酸を含む 100 µLのアセトニトリルに溶解して煮沸した反応液に






ステロイドの検出は前田らの方法 (33) に従った。ステロイド定量のため、Acquity 
UPLC（Waters, Milford, MA, USA）およびESIソースが接続されたXevo TQ-S 
micro タンデム四重極型質量分析計（LC-MS/MS）を使用した。PGN、PGS、
HPGN、HPGS、DHEA、DCORT、およびCORTの定量限界値（Limit of 
quantification, LOQ）は 0.1 ng/mL であった。 
 
7) ウエスタンブロット 
タンパク質溶液にドデシル硫酸ナトリウム（Sodium dodecyl sulfate, SDS）を含む
サンプルバッファーを加え、煮沸（100℃、5分間）した。調製された各サンプル
は、10％のポリアクリドアミドゲルを用いたSDS-ポリアクリルアミド電気泳動
（SDS-polyacrylamide gel electropholesis, SDS-PAGE, 20 µg/lane）で分離し、ポ
リフッ化ビニリデン（polyvinyliden difluoride, PVDF）膜（ATTO, 東京）に転写
した。PVDF膜は5%スキムミルクを用いて室温で1時間ブロッキングした後、4℃で
一晩、一次抗体と反応させた。一次抗体として、mouse monoclonal anti 3b-
hydroxysteroid dehydrogenase (3b-HSD) (sc-515120, Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, TX. USA)、rabbit polyclonal anti-cytochrome P45017A1 (ab-125022, 
Abcam, Cambridge, UK)、 rabbit polyclonal anti-CYP21 (bs-2443R, Bioss, 
Woburn, MA, USA)、rabbit polyclonal anti-CYP11A1 (ab-175408, Abcam)、
rabbit polyclonal anti-StAR (sc-25806, Santa Cruz Biotechnology)、 rabbit 
polyclonal anti-SCARB1 (SAB3500048, Sigma-Aldrich)、chicken polyclonal anti-
LDLR (GW22458A, Sigma-Aldrich)、 rabbit polyclonal anti-GAPDH (sc-25778, 





ビペルオキシダーゼ（horse radish peroxidase, HRP）標識された anti-mouse IgG 
(A24512, Thermo Fischer Scientific) 、 anti-rabbit IgG (170-6515, Bio RAD, 
Hercules, CA, USA)、およびanti-chicken IgG (A30-206P, Bethyl laboratoris, 
Montgomery, TX, USA)を用いた。PBSで3回洗浄後、PVDF膜をECL™ Western 




結果は、3回の独立した実験の平均値 ± 標準偏差（mean ± SD）で表示した。全て
の結果はStudent’s t-test（2群比較）、あるいはone-way ANOVAと事後検定として
Tukey-Kramer testを用いて評価し（3群以上の比較）、有意水準をアスタリスクで







Cyp21a2、60 kDa の Cyp11b1 に相当するバンドが検出された（図 2A）。加えて、
PGNを PGS、DHEAに変換する Cyp17a1に相当する 55 kDaのバンドも観察され
た。次に、C2C12筋芽細胞が CORT合成に必要な酵素活性を有していることを検証
した。図 2Bに示すように、ラット副腎由来ホモジネート、C2C12筋芽細胞由来のラ
イセートから 3b-hsd、および Cyp21a2 の活性が検出され、さらに Cyp11b1 の活性






その活性は 3b-hsd 活性の 50％未満であった。Cyp11b1活性は 3b-hsd活性よりも有
意に高かった（図 2B、左）。次に、PGNを基質とした酵素活性試験を実施した結果、
PGS の生合成はラット副腎では HPGN よりも高い傾向にあった。対照的に C2C12
筋芽細胞は HPGN の生合成が PGS の生合成よりも有意に高く、3b-hsd 活性よりも
Cyp17a1（P45017a）活性が高いことが示された（図 2C）。PGSを基質とした酵素活
性試験では、げっ歯類の副腎において Cyp17a1 の発現が抑制されていることを示し
た過去の報告 (28) と一致して、ラット副腎では Cyp17a1（P45017a）活性は検出さ
れなかった。一方で、C2C12筋芽細胞では 3b-hsd活性よりも約 7.5倍高い Cyp17a1
（P45017a）活性が検出された（図 2D）。以上の結果から、C2C12 筋芽細胞におい
て、PGNは主に HPGNへ変換されることが示唆された。 
















































































































































































































































































































































































































































































































































質とした際の C2C12筋芽細胞における 3b-hsdおよび Cyp17a1（17, 20 lyase）の酵素活
性（E）。有意差は one-way ANOVAと事後検定として Tukey-Kramer test（B）、あるい
は Student’s t-test（C−E）によって評価し、有意水準をアスタリスクで表示した（*: p < 
0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, mean ± SD, n=3）。LOQは定量限界以下を示す。 
 
次に、HPGNを基質とした際の 17, 20 lyase活性について続いて検討した。図 2Eに
示したように、ラット副腎と C2C12筋芽細胞において 17, 20 lyase活性は顕著に低
く、HPGNは主に HPGSに変換されることが示された。 
	 	 	 C2C12 筋芽細胞のステロイド生合成能を正確に評価するためには、培地中に
存在するステロイドを検証する必要がある。そこで、培地中ステロイドを質量分析に
よって検出した結果、標準物質のピークと一致する HPGN、PGS、HPGS、DCORT、
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3.2. C2C12筋芽細胞における CORT合成の出発基質の探索 
次に C2C12 筋芽細胞内外でコレステロールの輸送に関与するタンパク質について検
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副腎における Cyp11a1 活性。コレステロールを基質として用いた際の PGN の産生量か
ら評価した（mean ± SD, n=3）。 
 
	 	 	 前田らは、ラットの全身臓器、および血液中の PGN や PGN-S の濃度を測定



















































































加群では上清中に脱抱合された PGN が添加後 48 時間をピークに蓄積したが、コレ
ステロール添加群では PGNの蓄積は認められなかった（図 5B）。一方、質量分析に








図 5. C2C12筋芽細胞の脱硫酸抱合酵素活性と PGNの産生 （A）C2C12筋芽細胞におけ
る STS活性。PGN-Sを基質とし、ラット胎盤を陽性対照として用いた（mean ± SD, n=3）。
（B）C2C12 筋芽細胞による PGN の産生。培養上清における PGN 濃度。PGN-S（10 
µM）、またはコレステロール（10 µM）を細胞培養液中に添加後、経時的に培養上清を回
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図 6. C2C12 筋芽細胞の培養上清および酵素活性試験反応液の LC-MS/MS クロマトグラ
ム （A）PGN標準物質（10 ppb；1段目）と C2C12筋芽細胞培養上清に含まれる PGN
（2 段目以降）のクロマトグラム。黒矢印は PGN の保持時間を示す。縦軸は も高いピ
ークを 100％として表す。（B）PGN-S 添加後の酵素反応生成物のクロマトグラム。 上
段が PGN標準物質のクロマトグラムを示す。中段は酵素反応液のクロマトグラムを示し、
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骨格筋（216.2 ± 28.0 nmol/g）や肝臓（304.2 ± 55.1 nmol/g）に分布するが、血
中からは検出されないことを見出した。一方で、PGN-S は骨格筋（8.66 ± 0.73 













う(43-45)。つまり、肝臓の SULT2A によって硫酸抱合を受けた PGN は MRP によ
って血中へ放出され、PGN-Sとして局所臓器へ供給されるモデルが想定される。 




“feto-placental unit”における DHEA-S の輸送では、OATP4A1 や Organic anion 
transporter（OAT）4、Sodium-dependent organic anion transporter（SOAT）が胎
盤細胞への取り込みに機能している(20,21,46,47)。これらの分子に代表される抱合体
親和性トランスポーターのうち、OATP2B1 は PGN-S を細胞内へ輸送することが知
られている (48)。また、OATP2B1は、げっ歯類の骨格筋に発現することも報告され
ている (49)。したがって、血中に存在する PGN-Sが、OATP2B1などを介して骨格













酵素反応のうち、C2C12 筋芽細胞の、3b-hsd および Cyp21a2 活性に比べて高い
P45017a活性が示された（図 2C）。また、17, 20 lyase活性は検出されなかった（図
2E）。17, 20 lyase活性は、cytochrome b5（Cyb5）による電子伝達に依存することか
ら(50-52)、今後の C2C12筋芽細胞における Cyb5の挙動に関する解析が本現象を説
明する糸口となる可能性がある。また、これらの C2C12 筋芽細胞の酵素活性は、細
胞内における HPGN や HPGS の蓄積を示唆している。一方で、C2C12 筋芽細胞に























































図 7. 局所型ステロイド合成における PGN-S の役割 （A）硫酸抱合反応の活発な肝臓な
どの臓器で硫酸抱合反応を受けて合成された PGN-Sが、血液を介して骨格筋を含む局所
臓器に供給されるシステムの概略。PGN-S の細胞外放出には MRP などのトランスポー
ターが関与する (21)。また、ステロイド硫酸抱合体の細胞内取り込みには、OATP4A1な
どのトランスポーターが関わり (20,46,47)、ステロイド硫酸抱合体の分配時の臓器選択性




































































































る 2つの酵素反応を触媒する（図 1A） (2) 。1つ目の反応は 17a-hydorxylase活性
によるもので、PGNの 17位の炭素を水酸化することで HPGNを合成する。2つ目
の反応は 17, 20 lyase活性によるもので、HPGNの 17, 20位の炭素結合が切断され
DHEAへ変換される。CYB5は、17, 20 lyase活性において電子の伝達を担い、本活
性を増強する(50,51,61)。 

















盤が Cyp19a1の発現を欠き、効率的に E2が合成出来ないためである (63-66)。また、
ヒト胎盤は CYP17A1の活性が低いことから、“feto-placental unit”（図 1B）によっ
て血中から DHEA-S を取り込むことで E2を合成する (5,6)。妊娠期間のほとんどを
通し、DHEA-Sの供給源は胎児副腎であるが、妊娠中期以降から後期にかけて、母体
副腎由来の DHEA-Sも胎盤における E2合成に用いられる (12,13)。一方で、げっ歯
類の卵巣はコレステロールを用いた E2合成経路を有しており、硫酸抱合されたステ
ロイドの寄与は十分に検討されてこなかった。しかしながら、Clemensらによってラ
ット卵巣における STS 活性が証明され、“feto-placental unit”のようにステロイド
硫酸抱合体が、卵巣の E2合成経路において補完的に寄与する経路が提唱された (67)。 
	 	 	 ステロイド硫酸抱合体は、古典的にステロイドの不活化体として、体外排泄に



























凍結された臓器は PBS で洗浄後、それぞれの臓器重量の 4 倍量の 0.25 M スクロー
ス溶液中でホモジナイズし、900 × gで遠心分離することで細胞質およびミトコンド
リア分画を含む上清を回収した。また、得られたホモジネートに 0.5% CHAPSを加
えて膜成分を可溶化した。タンパク質濃度は Pierce™ 660 nm protein assay (Thermo 




せた。一次抗体として、rabbit polyclonal anti-cytochrome P45017A1 (ab-125022, 
Abcam)、 rabbit polyclonal anti-Cyb5a (12365-1-AP, Proteintech, Rosemont, IL, 
USA)、 rabbit polyclonal anti-Cyb5b (15469-1-AP, Proteintech)、 rabbit polyclonal 
anti-SULT2A1 (PA5-95329, Thermo Fischer Scientific)、 rabbit polyclonal anti-
28 
 
GAPDH (sc-25778, Santa Cruz Biotechnology)、およびmouse monoclonal anti-a-
tublin （SAB3500048, Sigma-Aldrich）を用いた。一次抗体との反応後、PBSで 3
回洗浄した後、二次抗体と 1 時間室温で反応させた。二次抗体として、HRP 標識し
た anti-mouse IgG (A24512, Thermo Fischer Scientific) および anti-rabbit IgG 




4) Quantitative reverce transcription polymerase chaine reaction（qRT-PCR） 
各臓器サンプルから総 RNA精製キット（Jena Bioscience, Jena, Germany）を用い
て総 RNA を抽出した。総 RNA 溶液中のゲノム DNA は TURBO DNA-free kit
（Thermo Fischer Scientific）で消化した。精製した総 RNA サンプルは ReverTra 
Ace（Toyobo, 東京）および Random primer (N)6（Takara, 草津）を用いて逆転写し
cDNA を得た。Cyp17a1、Cyb5a、Cyb5b、および 8 種類の Sult の発現量は
THUNDERBIRD SYBR qPCR mix（Toyobo）を用いて、CFX96 Real-Time PCR 
Detection System（Bio Rad）で解析した。それぞれの遺伝子に対するプライマーは
表 1に示す。遺伝子の発現量は Rps19の発現量で補正した。 
 
5) ELISA 
ラット血清中の DHEA-S濃度は DHEA-S enzyme immunoassay kit（Arbor Assays, 
Ann Arbor, MI, USA）を用いて測定した。血液を 30分以上氷中に静置した後、900 










GENETYX software v.10（Genetyx, 東京）を用いた。 
 
7) 統計処理 
結果は、3回の独立した実験の平均値 ± 標準偏差（mean ± SD）で表示した。全て
の結果はone-way ANOVAと事後検定としてTukey-Kramer testを用いて評価し、有
意水準をアスタリスクで表示した（*: p < 0.05, **: p < 0.01）。 
 






















































3.1. ラット副腎における Cyp17a1、および Cyp17a1タンパク質の発現 
これまでに、げっ歯類の副腎では Cyp17a1 領域のメチル化を介した遺伝子発現抑制
が報告された (28)。本報告を再検証するために、ラットの副腎と精巣における
Cyp17a1 の発現量を検討した。図 9A に示したように、Cyp17a1 の副腎における発
現量は、雌雄共に精巣と比べて顕著に低かった（図 9A）。また、妊娠が副腎の Cyp17a1
の発現に与える影響を検討した結果、妊娠ラットの副腎は非妊娠ラット同様に精巣と













図 9. ラット副腎における Cyp17a1の発現と Cyp17a1タンパク質の発現 （A）オスラッ
ト（M）、メスラット（非妊娠（F）、GD 20（P））の副腎および精巣での Cyp17a1の発現。
陽性対象としてラット精巣を用いた。縦軸は、Rps19の発現量に対する比を示す。有意差
は one-way ANOVAに基づく Tukey-Kramer testを用いて評価し、有意水準をアスタリ
スクで表示した（*: p < 0.05, **: p < 0.01, mean ± SD, n=3）（B）オスラット（M）、メス
ラット（非妊娠（F）、GD 20（P））の副腎および精巣での CYP17A1の発現。陽性対象と













































































































































図 10. ラット肝臓における DHEA合成関連酵素のタンパク質および遺伝子発現 （A）オ
スラット（M）、メスラット（非妊娠（F）、GD 20（P））の肝臓での Cyp17a1、Cyb5a、
および Cyb5b の発現。（B）Cyp17a1 の発現。（C）Cyb5a、Cyb5b 遺伝子の発現。縦軸



















































































































Date        : 2019.08.26
SULT2A1(H).seq         1 MSDDFLWFEGIAFPTMGFRSETLRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNWLAEILCLMHSK      60
SULT2A1(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDLILLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fasta       1 MMSDYTWFEGIPFPAFWFSKEILENSCKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFPAFGIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A1(H).seq        61 GDAKWIQSVPIWERSPWVESEIGYTALSETESPRLFSSHLPIQLFPKSFFSSKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDVGYDILIKKKGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A2(R).fasta      61 GDPKWIQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDLGYDMLIKKKGPRLITSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq       121 RNPRDVLVSGYFFWKNMKFIKKPKSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta     121 RNPRDVLVSAYFFWSKIALEKKPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H).seq       181 LLSYEELKQDTGRTIEKICQFLGKTLEPEELNLILKNSSFQSMKENKMSNYSLLSVDYVV     240
SULT2A1(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta     181 VLYYEDMKKDTMGSIKKICDFLGKKLEPDELNLVLKYSSFQVVKENNMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(H).seq       241 DKAQLLRKGVSGDWKNHFTVAQAEDFDKLFQEKMADLPRELFPWE                    285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDWKNHFTVSQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq         1                                                                   59
SULT2A1(R).seq         1                                                                   60
SULT2A2(R).fasta       1                                                                   59
















































































































































Date        : 2019.08.26
SULT2A1(H).seq         1 MSDDFLWFEGIAFPTMGFRSETLRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNWLAEILCLMHSK      60
SULT2A1(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDLILLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fasta       1 MMSDYTWFEGIPFPAFWFSKEILENSCKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFPAFGIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A1(H).seq        61 GDAKWIQSVPIWERSPWVESEIGYTALSETESPRLFSSHLPIQLFPKSFFSSKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDVGYDILIKKKGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A2(R).fasta      61 GDPKWIQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDLGYDMLIKKKGPRLITSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq       121 RNPRDVLVSGYFFWKNMKFIKKPKSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta     121 RNPRDVLVSAYFFWSKIALEKKPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H).seq       181 LLSYEELKQDTGRTIEKICQFLGKTLEPEELNLILKNSSFQSMKENKMSNYSLLSVDYVV     240
SULT2A1(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta     181 VLYYEDMKKDTMGSIKKICDFLGKKLEPDELNLVLKYSSFQVVKENNMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(H).seq       241 DKAQLLRKGVSGDWKNHFTVAQAEDFDKLFQEKMADLPRELFPWE                    285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDWKNHFTVSQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq         1                                                                   59
SULT2A1(R).seq         1                                                                   60
SULT2A2(R).fasta  1                                                                 59




































































































































































析の結果、ヒト副腎で DHEAの代謝を担う SULT2A1に も一次構造が近いラット
の Sult分子ファミリーは Sult2a1（相同性：62.7%）、Sult2a6（相同性：62.0%）、お
よび Sult2a2（相同性：61.8%）であった（図 11A）。また、ラットの Sult2aはマウ
スのオルソログよりもヒトのオルソログに相同性が高かった。ラット Sult2a パラロ
グ間の相同性は Sult2a1と Sult2a6で 90.5％、Sult2a1と Sult2a2で 84.5％であっ
た（図 11B）。 














表 2. ヒト、マウスおよびラットの SULT分子種  
SULTs Human Mouse Rat
SULT1 SULT1A SULT1A1 NP_001046.2 SULT1A1 NP_598431.2 SULT1A1 NP_114022.1
SULT1A2 NP_001045.2
SULT1A3 NP_808220.1
SULT1B SULT1B1 NP_055280.2 SULT1B1 NP_001343872.1 SULT1B1 NP_071958.1
SULT1C SULT1C1 NP_061221.2 SULT1C1 NP_113920.2
SULT1C2a(1) NP_001047.1 SULT1C2 NP_081211.3 SULT1C2 NP_598231.3
SULT1C2b NP_789795.1
SULT1E SULT1E1 NP_005411.1 SULT1E1 NP_075624.2 SULT1E1 NP_037015.2
SULT2 SULT2A SULT2A1 NP_003158.2 SULT2A1 NP_001104766.1 SULT2A1 NP_571978.1




SULT2A6 NP_001074794.1 SULT2A6 NP_036827.3
SULT2B SULT2B1a NP_004596.2 SULT2B1 NP_001034754.1
SULT2b1b NP_814444.1
SULT3 SULT3A SULT3A1 NP_065590.2
SULT3A2 NP_001094922.1
SULT4 SULT4A SULT4A1 NP_055166.1 SULT4A1 NP_038901.3 SULT4A1 NP_113829.1
SULT5 SULT5A SULT5A1 NP_065589.2 SULT5A1 NP_001188298.1
SULT6 SULT6A SULT6A1 NP_001354480.1
























図 11. ヒト、マウス、およびラットの SULT オルソログおよびパラログの比較 （A）表
2 に示した一次構造をもとに作成された系統樹。黒点は 3 種類のラット Sult2a 分子種を

















Date        : 2020.02.14
SULT2A1(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDLILLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fasta       1 MMSDYTWFEGIPFPAFWFSKEILENSCKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFPAFGIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A1(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDVGYDILIKKKGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A2(R).fasta      61 GDPKWIQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDLGYDMLIKKKGPRLITSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta     121 RNPRDVLVSAYFFWSKIALEKKPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta     181 VLYYEDMKKDTMGSIKKICDFLGKKLEPDELNLVLKYSSFQVVKENNMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDWKNHFTVSQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(R).seq         1                                                                   60
SULT2A2(R).fasta       1                                                                   59







図 12. ラットの肝臓、副腎における Sult 分子ファミリーの遺伝子、およびタンパク質発
現（A）ラット肝臓における Sult分子ファミリーの遺伝子発現。縦軸は、Rps19の発現量
に対する比を示す。（B）ラット副腎における Sult2a1、Sult2a2、および Sult2a6 発現。
縦軸は、Rps19の発現量に対する比を示す。（C）ヒト SULT2A1、ラット Sult2a1、Sult2a2、
および Sult2a6の C末端におけるアミノ酸配列。下線部が本研究で用いた抗 SULT2A抗
体のエピトープ配列を示す。（D）オスラット（M）、メスラット（非妊娠（F）、GD 20（P））
肝臓における Sult2a のタンパク質の発現。ラット精巣を陽性対象として用いた。有意差
は one-way ANOVAに基づく Tukey-Kramer testを用いて評価し、有意水準をアスタリ
スクで表示した（*: p < 0.05, **: p < 0.01, mean ± SD, n=3））。 
 
3.4. 妊娠雌ラット血中における DHEA-Sの定量 
ラットの肝臓で合成された DHEA-S を局所臓器の E2合成経路へ供給するためには、
DHEA-S が血中へ放出される必要がある。そこで、ラット血中の DHEA-S 濃度を




















Date        : 2019.08.26
SULT2A1(H).seq         1 MSDDFLWFEGIAFPTMGFRSETLRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNWLAEILCLMHSK      60
SULT2A1(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDLILLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fasta       1 MMSDYTWFEGIPFPAFWFSKEILENSCKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFPAFGIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A1(H).seq        61 GDAKWIQSVPIWERSPWVESEIGYTALSETESPRLFSSHLPIQLFPKSFFSSKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDVGYDILIKKKGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A2(R).fasta      61 GDPKWIQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDLGYDMLIKKKGPRLITSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq       121 RNPRDVLVSGYFFWKNMKFIKKPKSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta     121 RNPRDVLVSAYFFWSKIALEKKPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H).seq       181 LLSYEELKQDTGRTIEKICQFLGKTLEPEELNLILKNSSFQSMKENKMSNYSLLSVDYVV     240
SULT2A1(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta     181 VLYYEDMKKDTMGSIKKICDFLGKKLEPDELNLVLKYSSFQVVKENNMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(H).seq       241 DKAQLLRKGVSGDWKNHFTVAQAEDFDKLFQEKMADLPRELFPWE                    285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDWKNHFTVSQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq         1                                                                   59
SULT2A1(R).seq         1                                                                   60
SULT2A2(R).fasta       1                                                                   59


















































































































































Date        : 2019.08.26
SULT2A1(H).seq         1 MSDDFLWFEGIAFPTMGFRSETLRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNWLAEILCLMHSK      60
SULT2A1(R).se   1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDL LLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fasta       1 MMSDYTWFEGIPFPAFWFSKEILENSCKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFPAFGIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A1(H).seq        61 GDAKWIQSVPIWERSPWVESEIGYTALSETESPRLFSSHLPIQLFPKSFFSSKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).se   60 GDPKWIQSVTIWDRSPWI TDVGYDILI K GPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A2(R).fasta      61 GDPKWIQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDLGYDMLIKKKGPRLITSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq       121 RNPRDVLVSGYFFWKNMKFIKKPKSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta   121 RNPRDVLVSAYFFWSKIAL KPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H).seq       181 LLSYEELKQDTGRTIEKICQFLGKTLEPEELNLILKNSSFQSMKENKMSNYSLLSVDYVV     240
SULT2A1(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta     181 VLYYEDMKKDTMGSIKKICDFLGKKLEPDELNLVLKYSSFQVVKENNMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(H).seq       241 DKAQLLRKGVSGDWKNHFTVAQAEDFDKLFQEKMADLPRELFPWE                    285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDWKNHFTVSQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq         1                                                                   59
SULT2A1(R).seq         1                                                                   60
SULT2A2(R).fasta       1                                                                   59
















































































































































Date        : 2019.08.26
SULT2A1(H).seq         1 MSDDFLWFEGIAFPTMGFRSETLRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNWLAEILCLMHSK      60
SULT2A (R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDLILLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fasta       1 MMSDYTWFEGIPFPAFWFSKEILENSCKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFPAFGIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A1(H).seq        61 GDAKWIQSVPIWERSPWVESEIGYTALSETESPRLFSSHLPIQLFPKSFFSSKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDVGYDILIKKKGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A2(R).fasta      61 GDPKWIQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDLGYDMLIKKKGPRLITSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq       121 RNPRDVLVSGYFFWKNMKFIKKPKSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta     121 RNPRDVLVSAYFFWSKIALEKKPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H).seq       181 LLSYEELKQDTGRTIEKICQFLGKTLEPEELNLILKNSSFQSMKENKMSNYSLLSVDYVV     240
SULT2A1(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta     181 VLYYEDMKKDTMGSIKKICDFLGKKLEPDELNLVLKYSSFQVVKENNMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(H).seq       241 DKAQLLRKGVSGDWKNHFTVAQAEDFDKLFQEKMADLPRELFPWE                    285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDWKNHFTVSQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq  1                                                                   59
SULT2A1(R).seq  1                                                                   60
SULT2A2(R).fasta  1                                                                   59





























































































































































































Date        : 2019.08.26
SULT2A1(H).seq         1 MSDDFLWFEGIAFPTMGFRSETLRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNWLAEILCLMHSK      60
SULT2A1(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDLILLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fasta       1 MMSDYTWFEGIPFPAFWFSKEILENSCKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFPAFGIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A1(H).seq        61 GDAKWIQSVPIWERSPWVESEIGYTALSETESPRLFSSHLPIQLFPKSFFSSKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).seq  60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDVGYDILIKKKGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A2(R).fasta      61 GDPKWIQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDR PWI TDLGYDMLIKKKGPRLIT LPMHLF K LFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq       121 RNPRDVLVSGYFFWKNMKFIKKPKSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta     121 RNPRDVLVSAYFFWSKIALEKKPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H).seq       181 LLSYEELKQDTGRTIEKICQFLGKTLEPEELNLILKNSSFQSMKENKMSNYSLLSVDYVV     240
SULT2A1(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta     181 VLYYEDMKKDTMGSIKKICDFLGKKLEPDELNLVLKYSSFQVVKENNMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTI KICDFLGKK EPDELD VLKY FQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(H).seq       241 DKAQLLRKGVSGDWKNHFTVAQAEDFDKLFQEKMADLPRELFPWE                    285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDW NHFTVSQAE DKVFQEKMAGF GMFPW           284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEA DKVFQEKMAGFPPGMFPW                     285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEA DKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq         1                      59
SULT2A1(R).seq         1                                                                   60
SULT2A2(R).fasta       1                                                                   59
















































































































































Date        : 2019.08.26
SULT2A1(H).seq         1 MSDDFLWFE IAFPTMGFRSETLRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNW A ILCLMHSK   60
SULT2A1(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDLILLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A (R).fasta 1 MMS IPFPAFWFSKEILENSCKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIE VCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq   1 -MP IPFPAFGIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIE VCLIQTK      59
SULT2A1(H).seq        61 GDAKWIQSVPIWERSPWVESEIGYTALSETESPRLFSSHLPIQLFPKSFFSSKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDVGYDILIKKKGPRLMTSHLPMHLFSKSL KAKVIYLI  119
SULT2A2(R).fasta      61 GDPKWIQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDLGYDMLIKKKGPRLITSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq       121 RNPRDVLVSGYFFWKNMKFIKKPKSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1( .seq     120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYV WFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta     121 RNPRDVLVSAYFFWS IALEKKPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRG MREWDNFL  180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H .seq 181 LL TGRTIEKICQFLGKTL PEE N ILKNS FQSM ENKMSNYSLLS DYVV     240
SULT2A1( .seq 180 LL TMGTI KICDFLGKKLEPDE D VLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta     181 VLYYEDMKKDTMGSIKKICDFLGKKLEPDELNLVLKYSSFQVVKENNMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1( .seq     241 DKAQLLRKGVSGDWKNHFTVAQAEDFDKLFQEKMADLPR LFPWE                    285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDWKNHFTVSQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq         1                                                                   59
SULT2A1(R).seq   1                             60
SULT2A (R).fasta      1                         59


















































































































































Date   : 2019.08.26
SULT2A1(H).seq    1 MSDDFLWFEGIAFPTMGFRSE LRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNWLAEILCLMHSK      60
SULT2A1(R).se   1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDL LLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fasta       1 MMSDYTWFEGIPFPAFWFS EILEN CKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFPAFGIP ETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A1(H).seq     IQSVPIWERSPWVESEIGYTALS TESPRLFSSHLPIQLFPK FFSSKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).se  IQSVTIWDRS WI TDVGYD LI K GPRLMTSHLPMHLFSK LFSSKAKVIYLI     119
SULT2A (R).fasta     IQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSK LFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq   IQSVTIWDRS WIETDLGYD LI KKGPRLITSH PMHLFSK LFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq  121 RNPRDVLVSGY FWKNMKFIKK KSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta   121 RNPRDVLVSAYFFWSKIAL KPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H).seq   181 LLSYEELKQDTGRTIEKICQFLGKTLEPEELNLILKNSSFQSMKENKMSNYSLLSVDYVV     240
SULT2A1(R).seq   180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A (R).fasta    1 1 V DMKKDTMGSI KICDFLGKKLEPDELNLVLKYSSFQVVKE NMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(H).seq    2 1 DKAQ LRKGVSGDWKNHFTVAQ E FDKLFQEKMADLPRELFPWE        285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDWKNHFTVSQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq         1                                                                   59
SULT2A1(R).seq         1                                                                   60
SULT2A2(R).fasta       1                                                                   59
















































































































































Date      : 2019.08.26
SULT2A1(H).seq         1 MSDDFLWFEGIAFPTMGFRSETLRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNWLAEILCLMHSK      60
SULT2A (R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDLILLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fasta       1 MMSDYTWFEGIPFPAFWFSKEILENSCKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFPAFGIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A1(H).seq   61 GDAKWIQSV IW RSPWVESEIGYTALSETES RLFSSHLPIQLFPKSFFSSKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).seq   60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDVGYDILIKKKG RLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A2(R).fasta 61 GDPKWIQSM IWDRSPWIETGSGYDKLTKMEG RLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq   60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDLGYDMLIKKKG RLITSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq       121 RNPRDVLVSGYFFWKNMKFIKKPKSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta     121 RNPRDVLVSAYFFWSKIALEKKPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H).seq       181 LLSYEELKQDTGRTIEKICQFLGKTLEPEELNLILKNSSFQSMKENKMSNYSLLSVDYVV     240
SULT2A1(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta 181 VLYYEDMKKDTMGSIKKICDFLGKKLEPDELNL L YSSFQVVKENNMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(H).seq 241 DKAQLLRKGVSGDWKNHFTVAQAEDFDKLFQEKMADLPRELFPWE               285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDWKNHFTVSQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq  1                                                                   59
SULT2A1(R).seq  1                                                                   60
SULT2A2(R).fasta  1                                                                   59





























































































































































































Date        : 2019.08.26
SULT2 1(H).seq         1 MSDDFLWFEGIAFPTMGFRSETLRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNWLAEILCLMHSK      60
SULT2A1(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDLILLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fa ta     1 M SDYTWFEG P WFSKEILENSC KFVVKEDD IILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK     60
SULT2A6(R).seq        1 - PDYTWFEG GIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK     59
SULT2A1(H).seq        61 GDAKWIQSVPIWERSPWVESEIGY ALSETESPRLFSSHLPIQLFPKSFF SKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).seq      60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDVGYDILIKKKGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A2(R).fasta      61 GDPKWIQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSKS FSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R) seq        60 GDPKWIQSVTIWDR PWI TDLGYDMLIKKKGPRLIT LPMHLF K LFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq       121 RNPRDVLVS YFFWKNMKFIKKPK WEEYF WFCQGTVLYG WFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R) fasta     121 RNPRDVLVSAYFFWSKIALEK PDSLGTYV FLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H).seq    181 L SYEELKQD ICQFLGKTLEP ELNLILKNSSFQSMKENKM NY LLSVDYVV     240
SULT2A1(R).seq    180 L Y EDMKKD ICDFLG KLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDM NYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta    181 VLY EDMKKD ICDFLG KLEPDE LVLKYSSFQVVKEN M NYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTI KICDFLGKK EPDELD VLKY FQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(H).seq       241 DKAQLLRKGVS DW NHFTVAQAEDFDKLF KMADLPRELFPWE             285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDW NHFTVSQAE DKVFQEKMAGF GMFPW           284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEA DKVFQEKMAGFPPGMFPW                     285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEA DKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq         1                 59
SULT2A1(R).seq        1                          60
SULT2A2(R).fa ta     1                          59





















































































































































図 13.ラット血清における DHEA-S濃度 オスラット、メスラット（非妊娠、妊娠 19日）
から採血し、血清中の DHEA-S 濃度を競合 ELISA 法で定量した。有意差は one-way 
ANOVA に基づく Tukey-Kramer test を用いて評価し、有意水準をアスタリスクで表示




































Date        : 2019.08.26
SULT2A1(H).seq         1 MSDDFLWFEGIAFPTMGFRSETLRKVRDEFVIRDEDVIILTYPKSGTNWLAEILCLMHSK      60
SULT2A1(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFHAFGISKETLQNVCNKFVVKEEDLILLAYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A2(R).fasta       1 MMSDYTWFEGIPFPAFWFSKEILENSCKKFVVKEDDLIILTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      60
SULT2A6(R).seq         1 -MPDYTWFEGIPFPAFGIPKETLQNVCNKFVVKEEDLILLTYPKSGTNWLIEIVCLIQTK      59
SULT2A1(H).seq        61 GDAKWIQSVPIWERSPWVESEIGYTALSETESPRLFSSHLPIQLFPKSFFSSKAKVIYLM     120
SULT2A1(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDVGYDILIKKKGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A2(R).fasta      61 GDPKWIQSMPIWDRSPWIETGSGYDKLTKMEGPRLMTSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     120
SULT2A6(R).seq        60 GDPKWIQSVTIWDRSPWIETDLGYDMLIKKKGPRLITSHLPMHLFSKSLFSSKAKVIYLI     119
SULT2A1(H).seq       121 RNPRDVLVSGYFFWKNMKFIKKPKSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFDHIHGWMPMREEKNFL     180
SULT2A1(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGNSTLVKKPDSLGTYVEWFLKGNVLYGSWFEHIRAWLSMREWDNFL     179
SULT2A2(R).fasta     121 RNPRDVLVSAYFFWSKIALEKKPDSLGTYVEWFLKGNVAYGSWFEHIRGWLSMREWDNFL     180
SULT2A6(R).seq       120 RNPRDVLVSGYYFWGKTTLAKKPDSLGTYVEWFLKGYVPYGSWFEHIRAWLSMRELDNFL     179
SULT2A1(H).seq       181 LLSYEELKQDTGRTIEKICQFLGKTLEPEELNLILKNSSFQSMKENKMSNYSLLSVDYVV     240
SULT2A1(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENDMSNYSLLMKKSIF     239
SULT2A2(R).fasta     181 VLYYEDMKKDTMGSIKKICDFLGKKLEPDELNLVLKYSSFQVVKENNMSNYSLMEKELIL     240
SULT2A6(R).seq       180 LLYYEDMKKDTMGTIKKICDFLGKKLEPDELDLVLKYSSFQVMKENNMSNYNLMEKELIL     239
SULT2A1(H).seq       241 DKAQLLRKGVSGDWKNHFTVAQAEDFDKLFQEKMADLPRELFPWE                    285
SULT2A1(R).seq       240 TGIGLMRKGTIGDWKNHFTVSQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    284
SULT2A2(R).fasta     241 TGFTFMRKGTTNDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWE                    285
SULT2A6(R).seq       240 PGFTFMRNGTTGDWKNHFTVAQAEAFDKVFQEKMAGFPPGMFPWD                    284
SULT2A1(H).seq         1                                                                   59
SULT2A1(R).seq         1                                                                   60
SULT2A2(R).fasta       1                                                                   59






































































































































































らが標的細胞に取り込まれることで機能を発揮する。特に miRNA は標的の mRNA
に結合し転写後発現調節を担う。妊娠期における細胞外小胞を介した胎盤と母体臓器
とのクロストークも今後更なる解析が期待される。 

















由来の DHEA-Sが反映されている可能性が考えられた (79)。 
39 
 
	 	 	  ヒト胎盤ステロイド合成に見られる“feto-placental unit”は、 もよく研究
されているステロイド硫酸抱合体-脱抱合経路である。ヒト胎児由来の副腎アンドロ
ゲンとして 16a-OH-DHEA-S も知られており、胎児副腎で合成された DHEA の 16
位の炭素が、胎児肝臓に発現する CYP3A7 によって水酸化されることによって合成
される (80,81)。これら DHEA-Sや 16a-OH-DHEA-Sの胎盤細胞への取り込みは、
硫酸抱合体親和性の OATP4A1や OAT4、SOATが担う。続いて、細胞内に取り込ま

























































































	 	 	 BPAの毒性メカニズムを理解する上で、実験的な BPA投与量、濃度は作用を
大きく左右する要素である(89-92)。社会的に問題とされるヒト血中の BPA濃度は、
2007年、2010年の Vandenbergらの報告によると 1 - 1000 nM程度である（サンプ
ルサイズ>2000、アメリカ、ヨーロッパ、アジアの各国から集められた健康なヒト由
来サンプル） (93,94)。一般にこれらの曝露濃度が低用量 BPA と見積もられている 
(91)。しかしながら、1 µMより高い濃度による BPA毒性を検討した報告も多く、実
際に考え得るBPAの曝露からは大きく異なった影響を評価してしまう可能性がある。 








JEG3 の CYP19A1 発現抑制を引き起こすが (99-102)、これらの検討に用いられた
BPAはいずれも 100 µM程度の高用量であり、低用量における BPAの作用を再評価
する必要がある。 
	 	 	 BPA のリスク評価を通して、BPA 代替化合物であるビスフェノール F




















テアソーム阻害剤であるMG132は Selleckchme (Houston, TX, USA)から購入し、














BeWo細胞の増殖活性は、CellTiter 96 Aqueous Cell Proliferation Assay（Promega, 
Madison, WI, USA）で測定した。96-wellプレートに 1.0 × 104 cells/wellの密度で撒
いた BeWo細胞に対し、種々の濃度（終濃度 1nM - 1mM）の BPAおよび BPFを添
加し、37℃で 24時間または 48時間培養した。PBSで洗浄後、3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide（MTT）を加えてさらに 2時間培養した。そ






細胞を RIPAバッファー（50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM Sodium Chloride, 0.5 
w/v% Sodium Deoxycholate, 0.1 w/v% Sodium Dodecyl Sulfate, 1.0 w/v% NP-40 
substitute, 和光純薬）で氷上 20分間溶解した後、10,000 × gで遠心分離することで
細胞質およびミトコンドリア分画を含む上清を回収した。得られたライセートに
0.5%CHAPS を加えて膜成分を可溶化した。タンパク質濃度は Pierce™ 660 nm 







せた。一次抗体として、rabbit polyclonal anti-CYP11A1 (ab-175408, Abcam)、
rabbit polyclonal anti-PBR (GTX130550, GeneTex)、rabbit polyclonal anti 3b-
HSD1 (GTX114081, GeneTex, Irvine, CA, USA)、rabbit polyclonal anti-
cytochrome P45017A1 (ab-125022, Abcam)、rabbit polyclonal anti-CYP21 (bs-
2443R, Bioss)、rabbit polyclonal anti-StAR (sc-25806, Santa Cruz 
Biotechnology)、rabbit polyclonal anti-HSD17B1 (bs-6603R, BIOSS)、rabbit 
polyclonal anti-Aromatase (GTX81387, GeneTex)、 mouse polyclonal anti-
GAPDH (sc-47724, Santa Cruz Biotechnology)、mouse polyclonal anti-FBXW7 
(H00055294-A01, Abnova, 台北,中華民国)、mouse monoclonal anti-Sp4 (sc-





標識された anti-mouse IgG (A24512, Thermo Fischer Scientific)、または、anti-





細胞から総 RNA 精製キット（Jena Bioscience）を用いて総 RNA を抽出した。総
RNA溶液中のゲノム DNAは TURBO DNA-free kit（Thermo Fischer Scientific）
で消化した。精製した総 RNAサンプルは ReverTra Ace（Toyobo）および Random 
primer (N)6（Takara）を用いて逆転写し cDNA を得た。得られた cDNA は、
THUNDERBIRD SYBR qPCR mix（Toyobo）を用いて、CFX96 Real-Time PCR 
Detection System（Bio Rad）で解析した。使用したプライマーは表 3に示す。RPS19
を内部標準として用いた。また、miRNAの定量は、総 RNAからmiRNeasy Mini Kit
（Qiagen, Hilden, Germany）によってmiRNA画分を精製し、miRCURY LNA RT 
Kit（Qiagen）を用いて cDNAとして qRT-PCR解析の鋳型とした。標的の miRNA
に特異的な locked-nucleotide を含むプライマー（miRCURY LNA miRNA PCR 






BPAあるいは BPFを添加した BeWo細胞から、miRNeasy Mini Kit（Qiagen）によ
って miRNA 画分を精製した。得られた精製物は、Agilent SurePrint G3 Human 





の 3’ 非翻訳領域（untranslated-region, UTR）全長（1,622 bp）あるいはmiRNAの





および psiCH2-FBXW7_57mt）は、PrimeSTAR MAX（Takara）と In-Fusin cloning 
kit（Takara）を用いた Site-directed mutagenesis法に倣って変異を導入した。レポ
ータープラスミドは、96-well に播種した HEK293T 細胞に Lipofectamine 3000
（Thermo Fischer Scientific）によって、miRNA mimic（Qiagen）と共にトランフ





ヒト CYP11A1、および TSPO 上流の、転写因子結合予測配列を JASPAR
（jaspar.genereg.net）を用いて in silico で予測した。miRNA の認識予測配列は、
48 
 





結果は、3回の独立した実験の平均値 ± 標準偏差（mean ± SD）で表示した。全て
の結果はStudent’s t-test（2群比較）、あるいはone-way ANOVAと事後検定として
Tukey-Kramer testを用いて評価し（3群以上の比較）、有意水準をアスタリスクで
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った経路を示す。A, a: TSPO, B, b: CYP11A1, C, c: 3b-HSD1, D, d: CYP21A2, E, e: 










おいて、1 nM - 100 µMのBPAはBeWoの増殖抑制効果を示さなかった（図16A 
左）。これらの結果はBPFでも同様に示された（図16A 右）。ヒト血中から検出され
るBPAは1 - 1000 nM程度であることも鑑み (93,94)、以下の実験では100 nM以下の
BPA、BPFを用いた。 























（A）1 nM - 1 mMのBPAまたはBPFをBeWo細胞に添加し、添加後24時間、48時間にお
ける細胞増殖活性をMTT試験で評価した。縦軸はOD値（490nm）を示し、溶媒（エタ
ノール、EtOH）添加群を対照群として設定した。有意差は、対照群との比較をDunnett 
testを用いて評価し、有意水準をアスタリスクで表示した（*: p < 0.05, **: p < 0.01, 
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示す。(A) BPA添加による遺伝子発現 (B) BPF添加による遺伝子発現 縦軸は、溶媒
（EtOH）対照群の遺伝子発現量に対する比を示す。有意差はone-way ANOVAに基づく
Tukey-Kramer testを用いて評価し、有意水準をアスタリスクで表示した（*: p < 0.05, 
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testを用いて評価し、有意水準をアスタリスクで表示した（*: p < 0.05, **: p < 0.01, ns 
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Student’s t-test（2群比較）、あるいはone-way ANOVAと事後検定としてTukey-Kramer 
testを用いて評価し（3群以上の比較）、有意水準をアスタリスクで表示した（*: p < 
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 胎盤のステロイド合成系に対するビスフェノール類のかく乱作用について、
詳細な毒性分子機構は解明されていなかった。本研究では低用量BPAおよびBPF































	 	 	 FBXW7は、細胞周期の制御因子であるサイクリンEやオーロラキナーゼA



















































乳腺腫瘍の患者数は 1980年からの 30年間において、年間約 3.1％の割合で国際的に
増加傾向にあり、2010 年には約 165 万人の女性が乳腺腫瘍と診断された。さらに、
このうち約 4万 2,500人が乳腺腫瘍によって命を落としている (132)。これまでの報
告によれば、エストロゲンが乳腺腫瘍の発生と進行に寄与していると信じられている
(133-135)。代表的なエストロゲンである E2は 2 種類のエストロゲン受容体（ERa、
ERb）に作用する(136,137)。 










	 	 	 乳腺腫瘍には幾つかの分類法があるが、ERa、PGS受容体、ヒト成長因子受容
体を欠く乳腺腫瘍をトリプルネガティブ乳がん（triple negative breast cancer, 
TNBC）と呼ぶ。TNBC は更年期前の若年女性に発症が多い乳腺腫瘍の一型で
(143,144)、リンパを介した転移が高頻度で認められる(145)。TNBCは乳腺腫瘍患者









	 	 	 乳腺腫瘍における主要なステロイド代謝経路は、ADSの単純拡散、および E1-



































図 24. 乳腺腫瘍細胞におけるステロイド代謝経路 主にアンドロゲン受容体（androgen 
receptor, AR）経路と ER経路の 2つに大別される(150) 。脱抱合を受けた E1-Sは E1へ
変換され、E1は 17b-HSD1による E2合成の前駆物質となる (149)。また、アンドロゲン
を用いたE2合成経路として、ADSを取り込むことで 17b-HSD5によってTESを合成し、















































MDA-MB-231 細胞の Fbxw7 遺伝子のノックダウンは、siRNA コントロールを含む
4種類の siRNA（siRNAコントロールおよび siRNA#1；Thermo Fischer Scientific, 
siRNA#2および siRNA#3；Nippon Gene, 富山）をLipofectamin RNAi max（Thermo 
Fischer Scientific）によって終濃度 20 nMでトランスフェクションした。導入後、




細胞を RIPAバッファー（50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM Sodium Chloride, 0.5 
w/v% Sodium Deoxycholate, 0.1 w/v% Sodium Dodecyl Sulfate, 1.0 w/v% NP-40 
substitute, 和光純薬）で氷上 20分間溶解した後、10,000 × gで遠心分離することで
細胞質およびミトコンドリア分画を含む上清を回収した。得られたライセートに
0.5%CHAPS を加えて膜成分を可溶化した。タンパク質濃度は Pierce™ 660 nm 
68 
 
protein assay (Thermo Fisher Scientific)で測定した。 
 
5）ウエスタンブロット 




抗体として、rabbit polyclonal anti-Fbxw7 (ab-109617, Abcam)、rabbbit polyclonal 
anti-alpha tublin (66031-1-AP, proteintech)、および  mouse monoclonal anti-
GAPDH (sc-47724, Santa Cruz Biotechnology)を用いた。一次抗体との反応後、PBS
で 3回洗浄後、二次抗体と室温で 1時間反応させた。二次抗体には、HRP標識され
た anti-mouse IgG (A24512, Thermo Fischer Scientific) および anti-rabbit IgG 





細胞から総 RNA 精製キット（Jena Bioscience）を用いて総 RNA を抽出した。総
RNA溶液中のゲノム DNAは TURBO DNA-free kit（Thermo Fischer Scientific）
で消化した。精製した総 RNAサンプルは ReverTra Ace（Toyobo）および Random 
primer (N)6（Takara）を用いて逆転写し cDNA を得た。得られた cDNA は、
THUNDERBIRD SYBR qPCR mix（Toyobo）を用いて、CFX96 Real-Time PCR 









細胞周期解析試薬（Merck）またはMuse Annexin V & Dead cell kit（Merck）を用




MDA-MB-231 細胞の増殖活性は、CellTiter 96 Aqueous Cell Proliferation Assay
（Promega, Madison, WI, USA）で測定した。96-wellプレートに 1.0E+4 cells/well
の密度で蒔いた撒いた MDA-MB-231 細胞に対し、MTT を加えてさらに 1 時間培養




結果は、3回の独立した実験の平均値 ± 標準偏差（mean ± SD）で表示した。全ての
結果は Student’s t-test（2 群比較）、あるいは one-way ANOVA と事後検定として
Tukey-Kramer test を用いて評価し（3 群以上の比較）、有意水準をアスタリスクで


































































3.1. MDA-MB-231における ERアイソフォームおよび FBXW7の発現 
TNBCと非TNBCでは、ERのアイソフォームの発現量が異なる (142,148)。そこで、
TNBC である MDA-MB-231 細胞と TNBC ではない MCF-7 細胞 (142,148) の ER
の発現レベルを比較した。図 24A 示すように、MCF-7 細胞では ERaをコードする
NR3A1の発現が認められた一方で、MDA-MB-231細胞では NR3A1は検出限界値以
下だった。一方で、MCF-7細胞では、ERbをコードする NR3A2の発現は極めて低か
ったが、MDA-MB-231細胞では約 60倍高い発現が観察された（図 24B）。 
	 	 	 次に、FBXW7の発現量も MDA-MB-231細胞および MCF-7で調べた結果、










図 24. 乳腺腫瘍細胞株の ERアイソフォームおよび Fbxw7の発現MCF-7、およびMDA-
MB-231細胞を qRT-PCR解析に供した。（A）ERaをコードする NR3A1の発現量。（B）
ERbをコードする NR3A2 の発現量 (C) FBXW7 の発現量。縦軸は、RPS19 遺の発現量
に対する比で示す。有意差は Student’s t-testを用いて評価し、有意水準をアスタリスク
で表示した*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p <.001, N.D. = Not detected, Theresh hold 35 






























































E2（1 nM -100 nM）を 72時間処置すると、CCNA2、CCNB1、CCNH、および CDK1
の発現は有意に減少した。一方で、CCND1やMYCの発現に対する E2の影響は、い
ずれの用量でも認められなかった。 
図 25. MDA-MB-231細胞に対する E2および E1-Sの作用 （A）E2添加後 72時間におけ
る MDA-MB-231細胞での細胞周期制御因子の遺伝子発現量。発現量は RPS19の発現量
で補正後、溶媒（エタノール、EtOH）対照群対する相対比で示した。有意差は one-way 
ANOVA と事後検定として Tukey-Kramer test を用いて評価し、有意水準をアスタリス
クで表示した（*: p < 0.05, **: p < 0.01, mean ± SD, n=3）。（B）E2添加後 72時間にお
ける MDA-MB-231 細胞の細胞周期解析。（C）E1-S 添加後 72 時間における MDA-MB-
231細胞の細胞周期解析。左のヒストグラムは代表的な一例の細胞周期分布を示す。右の
グラフの縦軸は各周期に存在する細胞の割合（％）を示す。有意差は Sutudent’s t-testを
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 次に、E2がMDA-MB-231細胞の細胞周期に与える影響を調べた。E2（100 nM）
で MDA-MB-231 細胞を 72 時間処置した結果、G2/M 期にある MDA-MB-231 細胞
は溶媒（エタノール）対照群と比較して約 10.7％増加した（図 25B）。これに伴い、
E2は G0/G1 期にある細胞を約 8.3％減少させた。さらに、ステロイド硫酸抱合体を
介した ERbシグナルの効果について検証した。E1-S（100 nM）でMDA-MB-231細
胞を 72時間処置した結果、溶媒（H2O）対照群と比較して G2/M期にあるMDA-MB-
231細胞が約 6.1％増加した（図 25C）。したがって、E2同様に E1-S も G2/M期で細
胞周期の停滞を引き起こすことが分かった。 
 
3.3. MDA-MB-231細胞の細胞周期における FBXW7の役割 
FBXW7 の MDA-MB-231 細胞での役割を調べるため、FBXW7 mRNA に対する
siRNAを用いた RNA干渉を実施した。図 26Aに示すように、siRNA＃1、siRNA#2
は、FBXW7タンパク質の発現を減少させた。また、siRNA＃1は siRNA Ctrlと比較
して FBXW7の発現量を約 85％減少した（図 26B）。これらの結果に基づいて、以下
の実験では siRNA#1を用いた。 
	 	 	 FBXW7 は細胞周期に関わる種々の転写因子や、CDK などをユビキチン化す
る(109,128,153)。そこで、MDA-MB-231細胞の増殖性や細胞周期、細胞死に対する
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G2、M 期から構成される細胞周期において、サイクリンや CDK は特定の周期において
発現し、それぞれの機能を発揮する。G1 期において、サイクリン D と CDK4 あるいは





スタリスクで表示した（*: p < 0.05, **: p < 0.01, ns=not significance, mean ± SD, n=3）。 
 
	 	 	 次に FBXW7 のノックダウンが MDA-MB-231 細胞の細胞周期に与える影響
を調べた。FBXW7 に対する siRNA で処理した MDA-MB-231 細胞は、コントロー
ル siRNA処理群と比較して G0/G1期の細胞集団の割合が約 22.7%減少し、これに伴
い G2/M期の細胞集団の割合が約 18.2％増加した。 





26G）。このとき CCND1、CCNH、および C-MYC の発現量には FBXW7 のノック
ダウンによる有意な差は認められなかった。これらの結果から、FBXW7はサイクリ






3.4. MDA-MB-231細胞のステロイド代謝経路における FBXW7の役割 
	 	 	 これまでの結果から、FBXW7 が TNBC の G2/M 期の遷移を促すこと、そし
て E2による ERbシグナルが TNBC の G2/M 期の遷移を阻害して抗腫瘍効果を発揮
することが明らかになった。そこで、次に FBXW7と ER経路の関係について注目し
た。TNBC細胞のステロイド代謝経路における FBXW7の役割を調べるため、MDA-
MB-231 細胞を FBXW7 に対する siRNA で処理した。AR 経路および ER 経路に含
まれる遺伝子の発現を調べた結果、FBXW7 ノックダウン群では対照群と比較して、 
OATP4A1の発現量が約 3倍増加した。同様に STSの発現量が約 2.5倍、ERbをコー




なかった（図 27A - H）。また、AR経路と ER経路を接続する CYP19A1の発現量は
FBXW7をノックダウンすることで50％未満まで減少した（図27）。以上の結果から、
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できる可能性がある。TNBC 細胞における FBXW7 の変異と発現動態に関しては未
だ詳細な知見が少ないことから、今後知見の蓄積が望まれる。これらは TNBC の病
態を理解する上で今後有用な情報となる。 
	 	 	 TNBC細胞における FBXW7の欠損は、腫瘍の増殖を亢進させると予想した。
しかしながら、予想に反してMDA-MB-231細胞での FBXW7のノックダウンは、細
胞増殖は変化せず、細胞周期が G2/M期で停滞し早期アポトーシスが誘導された。こ
のとき、G2/M期の遷移に必須である CCNA2や CCNB1、および CDK1の遺伝子発
現量が有意に減少することが観察された。すなわち、FBXW7 は TNBC の G2/M 期
の遷移を促すことが明らかになった。一方で、抗腫瘍作用が期待される ERbシグナル
でも、同様の遺伝子発現量の変化と G2/M期での細胞周期の停滞が認められた。つま
り、TNBC 細胞における E2処置は、FBXW7 が促進する細胞周期の遷移と拮抗して














	 	 	 FBXW7のステロイド代謝経路における役割はこれまで全く解明されてこなか
った。本研究では、TNBC細胞を用いて FBXW7が硫酸化ステロイドの取り込みや賦








質タンパク質を特定する報告も相次いでおり(161)、TNBC における FBXW7 とステ
ロイド代謝経路の関連を紐解くためには、既知の基質に捉われないより広範なアプロ
ーチが求められる。 










ステム（Drug Delivery System, DDS）となることを示唆している。さらに、FBXW7
が ER 経路のステロイド硫酸抱合体の取り込みや脱抱合を抑制することから、
FBXW7 の阻害と E1-S の併用が TNBC の新規治療戦略として考えられる。FBXW7
の特異的な阻害剤は未だ開発に至っていないが、これを代替する方法として核酸を小
胞に内包する DDS の応用がある(162,163)。例えば、第 III 章で明らかにした hsa-
miR-004を内包し TNBCに作用させることで、FBXW7の発現抑制を介した ERb経











として FBXW7 を見出した（図 27A）。RNA 干渉を用いて FBXW7 の発現を減少さ
せると、MDA-MB-231細胞において ERbをコードする NR3A2の発現が増加するこ





る（図 27B）。  
82 
 
図 27. TNBCにおける FBXW7を介した ERb経路の制御機構とステロイド硫酸抱合体を
応用した治療戦略 （A）本研究から、FBXW7 が ERb経路の OATP4A1、STS、NR3A2
の発現に抑制的に働くことが明らかとなった。TNBC において FBXW7 が抑制する経路
















































































	 	 	 第Ⅰ章では、マウス骨格筋由来筋芽細胞である C2C12の CORT合成経路を明













に依らず DHEA を硫酸抱合する SULT2A の発現が豊富であることを見出した。ま




S を胆汁に排泄する MRP2 は妊娠期に減少することと併せると、肝臓内に蓄積され









る毒性発現機構を調べた。ヒト胎盤由来細胞である BeWo を BPA や BPF で曝露す
ると CYP11A1 と TSPO の発現が転写レベルで抑制された。また、BPA や BPF は
hsa-miR-004の発現を減少させ、その標的である FBXW7の翻訳を促進した。また、
胎盤細胞での FBXW7 の基質候補として、CYP11A1、TSPO の転写制御を担う Sp4
が示唆された。本研究を契機に FBXW7が担うステロイド合成遺伝子の転写制御機構
の解明が期待される。 




シグナルが FBXW7 に対して拮抗的に作用することが明らかになった。FBXW7 の
ER 経路における役割を解明するため、MDA-MB-231 細胞で FBXW7 をノックダウ
ンしたところ、E1-Sの細胞内取り込みに関わる OATP4A1 や脱抱合を担う STS、さ
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Steroids are synthesized from cholesterol, which is the initial substrate in the steroidogenic 
pathway, through multi-step steroidogenic enzyme reactions. Generally, steroids are primarily 
biosynthesized in the adrenal glands. However, recent studies have shown that other organs 
participate in the local biosynthesis of androgen and estrogen. 
   In Section I, we focused on corticosterone (CORT) biosynthesis in myocytes. We 
investigated steroidogenic activities in a clonal myoblastic cell line, C2C12. Three enzymes 
involved in CORT biosynthesis, 3b-hydroxysteroid dehydrogenase, Cyp21a2 and Cyp11b1, 
were identified in C2C12 myoblasts. Only one enzyme, Cyp11a1, that mediates cholesterol 
side chain cleavage was not detected in the cells. Following the addition of pregnenolone-
sulfate conjugates (PGN-S) to the cell culture medium, PGN was detected and increased 
according to the incubation time. We concluded that CORT biosynthesis occurs in C2C12 
cells and the initial substrate is likely PGN-S. Conventionally, sulfate is important for cellular 
and metabolic processes and leads to steroid inactivation and excretion through the sulfation 
reaction; however, we clearly demonstrated that sulfated steroids play an essential role in 
delivering steroid precursors for local steroid biosynthesis pathways. 
   In Section II, we investigated dehydroepiandrosterone-sulfate (DHEA-S) dynamics in the 
liver of pregnant rats to further develop understanding the role of sulfated steroids. Adrenal 
dehydroepiandrosterone (DHEA) and its sulfated DHEA (DHEA-S) function as precursors for 
estradiol biosynthesis in the human placenta; however, rodents do not efficiently synthesize 
DHEA in the adrenal glands due to aberrant expression of CYP17A1, a key enzyme for 
converting 17a-hydroxypregnenolone to DHEA. We therefore surveyed maternal organs 
which dominantly biosynthesize DHEA and DHEA-S in rodents and found that Cyp17a1 
transcripts were considerably low levels in the adrenal glands of pregnant rats, whereas the 
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proteins Cyp17a1, cytochrome b5b (Cyb5b) and sulfotransferase (SULT) 2A were expressed 
during pregnancy in the liver. Thus, maternal liver can biosynthesize DHEA and DHEA-S. 
The circulating DHEA-S level is significantly higher in pregnant rats compared to non-
pregnant female rats, suggesting that the maternal liver supplies precursors of C18 steroids for 
peripheral organs. Further investigations are required to clarify the impact of hepatic 
cytochrome P450 on the overall biosynthesis of DHEA and DHEA-S. 
   Bisphenol A (BPA) is metabolized to conjugated forms via glucuronidation by UDP-
glucuronosyltransferases. Glucuronidation is believed to be required for the excretion of 
xenobiotics. However, a portion of BPA-conjugates is transported to the placenta via 
conjugate-related transporters and are subsequently deconjugated in the placenta, leading to 
placental dysfunction and fetal exposure to BPA. The placenta shows high conjugate-related 
transporters expression and thus we speculated that deconjugation results in higher risks of 
placental exposure to BPA. In Section III, we investigated the molecular mechanisms 
underlying BPA and bisphenol F (BPF)-elicited dysfunction of the steroid biosynthesis 
pathways and especially of progesterone, in the placenta. We observed that BPA and BFA 
remarkably decreased CYP11A1 and TSPO mRNAs in human placenta-derived BeWo cells. 
Conversely, the chemicals significantly decreased cellular levels of the microRNA hsa-miR-
004, which recognizes 3’ untlanslational region (UTR) of FBXW7. In this study, we estimated 
that the transcription factor (TF) Sp4 is a molecular target of FBXW7, and that Sp4 exists as 
two phospho-degrons that are recognition motifs for FBXW7. Moreover, our findings 
suggested that Sp4 is dominantly degraded by the ubiquitin proteasome pathway in BeWo 
cells by the chemicals. We also speculated that BPA and BPF disrupt the transcription of 
steroidogenic genes by reducing Sp4, which might be under the control of a miRNA-regulated 
SCF ubiquitin ligase. 
   Finally, in Section IV we attempted to apply our understanding of sulfated steroid 
dynamics and metabolic regulation as anti-cancer approaches in estrogen receptor (ER) b 
positive cells. The inhibition of SCF ubiquitin ligase up-regulated ERb-pathway-related 
genes, suggesting that this molecule is an attractive target for controlling and enhancing 
estrogenic activity from ERb, leading to anti-cancer action. 
   Our findings thus demonstrate a new paradigm in the role and metabolic regulation of 
sulfated steroids, which will contribute to new aspects of the steroid endocrinology. 
